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(54) TItte: TOCOPHEROL ESTERS AND THEIR COSMETIC AND PHARMACEUTICAL USES 

(54) TItre: ESTERS DE TOCOPHEROL ET LEURS UTILISATIONS EN COSMETIQUE ET PHARMACIE 



(57) Abstract 

The invention concerns an ester characterised in that it has the 
chemical formula (I) below in its dl or d form in which: Ri, R2 
and R3 represent independently a hydrogen atom, a methyl radical; 
A represents the groups (a), or (b), R4 and R5, identical or different, 
represent each a chain formation in the form: -Bm--Cn-Bp-Ct|-H in 
which B is a group (c). C is a group (d), and each of the indices m, 
n, p, and q is a whole number between 0 and 4, the sum m +n + p+ q 
being restricted to whole numbers between 0 to 4. The ester is useful 
for preparing cosmetic or pharmaceutical compositions, in particular 
dermatological with anti-radical, anti-inflammatory activity, promoting 
the differentiation of keratocy tes. improving skin hydration and fineness 
of skin texture, with anti-ageing or depigmentation action. 

(57) Abr^g^ 

d.n. linT'if " r?^3' T': J ^" q"*" Pr^s«"te la formule chimique (1), notamment sous sa forme dl ou d, 

dans laquelle: Ri, R2 et R3 mpr^sentcnt mdtfpendamment un atome d'hydrogfcne, un radical m6thyle, A repi^sente les groupes: (a) ou (b) rI 
et R5 sont idcnuques ou diff^rents ct repr6scntent chacun un enchafnement de la fomie -Bm~Cn~B^Cq-H dans Icquel B est un groupement 

^^^r^^rXZrf • '"'^'f^'^^} P'^P^'il' compositions cosmdtiques ou phamiaceutiquos, notamment den^atologiques h 
rl^^^^^^ ^''°'!ff ^^ff^r<^"<^i^tion des k6ratinocytes, am^liorant Thydratation cutan^e et la finesse du 

grain de la peau, h activity andvieillissement ou ddpigmentante. 
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Esters de tocopherol et l eurs utilisations en cosm^tigue et nharmaciR 

DOMAINE DE L'INVENTTON 

L'invention conceme h titre de produit nouveau des esters de 
tocoph6roI, une utilisation cosm6tique ou pharmaceutique, notamment 
dennatologique de ceux-ci, ainsi que des compositions cosmetiques ou 
pharaiaceutiques, notamment dermatologiques les contenant. 



PRESENTATTnNnRT'AR TANTF.RTF.TTR 

On sait que I'alpha-tocophdrol ou vitamine E se trouve a I'etat naturel 
dans de nombreuses plantes, habituellement avec d'autres composes tels que le 
b6ta-tocoph6rol, le gamma-tocoph6rol ou ie delta-tocopWrol 

L'alplia-tocopWrol est essentiellement utilis6 pour iutter centre les 
d6ficiences en vitamine E, ou conraie facteur nutritionnel, notamment pour lutter 
15 contre la d6g6n6rescence musculaire. 

n est egalement utilise comme anti-oxydant, mais i des doses trds 

sp6cifiques. 

PRESENTATION DE L'lNVENTTnN 
2^ cadre de la pr6sente invention, il a maintenant 6t& d6couvert, 

de mani^re tout h fait surprenante et inattendue, des nouveaux esters de 
tocoph6rol, et le fait que ces nouveaux esters de tocopherol presentent une 
puissante activity anti-radicalaire, anti-inflammatoire, d'am61ioration de la 
differenciation des k6ratinocytes, d'am61ioration de I'hydratation cutan6e, 
25 d'amelioration de la finesse des grains de la peau, une activitd anti-vieillissement, 
une activity d6pigmentante ainsi quWe action anesth&ique sur les tenninaisons 
nerveuses cutanees. 

Ainsi, la prdsente invention a pour but de rdsoudre le nouveau 
probleme technique consistent en la foumiture d'une substance active pr6sentant 
30 une bonne activite anti-radicalaire, anti-inflammatoire, anti-vieillissement, 
depigmentante, ameliorant la differenciation des kdratinocytes, I'hydratation 
cutanee, la finesse du grain de la peau, ainsi qu'une action anesth6sique sur les 
terminaisons nerveuses cutanees, en particulier par voie topique ou gen6rale, en 
constituant ainsi un ingredient actif precieux pour la preparation d'une 
35 composition cosmetique, ou pharmaceutique, notamment dermatologique. 
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La presente invention resout ce nouveau probleme technique de 
maniSre satisfaisante, selon une solution particulierement simple, utilisable a 
I'dchelle industrielle. 

5 DESCRIPTION DETAILLEE DE L'lNVENTTON 

Ainsi, selon un premier aspect, la presente invention eouvre des esters, 
caract6ris6s en ce qu'ils presentent la formule chimique suivante (I) : 



H— (CH2-A-CH2)3 




10 dans laquelle : 

Rl, R2 et R3 representent independamment un atorae d'hydrogene ou un radical 

methyle, 

A represente ies groupes : 



CH, 



CH, 



15 



T"3 

■CH— CH— , ou — C=CH- 



R4 et R5 sont identiques ou difftrents et representent chacun un enchainement de 
la forme : 



20 



— B-C-B-C-H 



dans iequel 

B est un groupement 



25 



^0 
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C est un groupement 




et chacun des indices m, n, p et q est un entier compris entre 0 et 4, 6tant entendu 
5 que la somme m + n + p + q est limitee aux nombres entiers de 0 4 4. 

Suivant une variante de realisation de I'invention, les esters sont 
caracteris6s en ce que R4 et R5 representent I'hydrogtoe. 

Suivant une variante de realisation de rinvention, les esters sont 
caracterises en ce qu'au moins un des groupements R4 et R5 represente 
10 I'hydrogene. 

Suivant une variante de realisation de I'invention, les esters sont 
caracterises en ce que I'un des groupements R4 ou R5 repr6sente I'hydrogene et 
I'autre un radical 2,5-dihydroxybenzoyle. 

Suivant une variante de rdalisation de I'invention, les esters sont 
15 caracterises en ce qu'ils sont choisis parmi le groupe consistant des esters de 
I'alpha-tocopherol, du beta-tocopherol, du gamma-tocopherol, du dzeta 1 
tocopherol, du dzeta 2-tocoph6rol, du delta-tocoph6rol, de I'eta-tocopherol, de 
I'epsilon-tocopherol et du tocol. 

Suivant une variante de realisation de I'invention, celle-ci concerae un 
20 ester repondant a la formule suivante (II) : 




OH 
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Suivant une variante de realisation de Tinvention, celle-ci conceme un 
ester repondant a la formule suivante (III) : 




5 Les esters de formules (II) et (III) ci-dessus sent designes ci-apres par 

Texpression diester de 2,5-dihydroxybenzoate d'alpha-tocopherol, respectivement 
de formule (II) et de formule (III), ou encore "diester Ai " et "diester A2". 

Selon un deuxieme aspect, la pr6sente invention couvre aussi une 
composition cosm6tique ou pharmaceutique, notamment dermatologique, 
10 caracterisee en ce qu'elle comprend comme ingredient actif au moins un ester de 
formule (I), tel que pr6c6demment d^fini. 

Selon une variante de realisation, la composition precitee est 
caracterisee en ce qu'elle comprend comme ingr6dient actif au moins deux esters 
tels que prec6demment defmis, sous forme de melange. 
15 Selon une variante de realisation, la composition pr6citee est 

caracterisee en ce que Tester precit6 est present dans une phase grasse de ladite 
composition. 

Selon encore une variante de realisation, la composition precitee est 
caracterisee en ce que la phase grasse comprend au moins une huile 

20 cosmetiquement ou pharmaceutiquement ou dermatologiquement acceptable, en 
particulier choisie parmi le groupe constituant de I'huile de jojoba, d'huile de 
macadamia, d'huile de graine de limnanthe, en particulier Limnanthes alba Benth, 
en anglais Meadowfoam, d'huiles minerales et de triglyceride, en particulier de 
triglyceride h base tfacide caprilique et/ou caprique, ou de leurs melanges. 

25 Selon une variante de realisation, la composition precitee est 

caracterisee en ce que la concentration en ester de formule I precite est comprise 
entre 0,001 et 5 %, encore raieux de 0,01 a 1 % en poids par rapport au poids total 
de la composition finale. 



wo 98/51679 



5 



PCT/FR98/00958 



Selon une variante particuliSre de realisation, la composition precitee 
est caracterisee en ce qu'elle comprend comme ingredient actif au moins un ester 
d'alpha-tocophdrol correspondant k la formule chimique I precitee, dans laquelle 
Rl, R2 et R3 repr6sentent chacim un radical m6thyle, 

5 

A represents le groupe -CH-CH2- ■ 

R4 et Rs ont les valeurs precedemment definies. 

Selon une autre variante de realisation, la composition pr6citee est 
caracterisee en ce qu'elle comprend au moins un autre ingredient actif, en 
10 particulier choisi parmi le groupe constitues par les vitamines A, Bl, B6, B12, E, 
C, PP, I'acide retinoique, le retinal, le retinol et ses esters, I'acide salicylique et ses 
derives, en particulier ses sels ou ses esters, I'acide 2,5-dihydroxy-benzoique, le 
tocopherol et ses esters, en particulier le phosphate de tocopherol, I'acide 
asiatique, I'acide madecassique et ses esters glycosyles, I'asiaticoside, un extrait de 
15 Centella asiatica, un extrait de Siegesbeckia orientalis, les oligomeres 
proantocyanidiques notamment ceux obtenus a partir de pepins de raisin, et leurs 
esters, en particulier palmitique et stearique, les derives d'acide ascorbique, en 
particulier le phosphate et ses sels, I'acide erythorbique, les oIigo6lements 
notamment sous forme de sel, en particulier sous forme d'aspartate ou de chlorure, 
20 tel que magnesium, selenium, zinc ou cuivre, les acides alpha-hydroxyles, 
notamment I'acide malique, I'acide lactique et I'acide tartrique, et leurs esters, en 
particulier avec les alcools gras, tels que I'alcool stearylique, les acides amines, en 
particulier la serine, la threonine, la citrulline, ainsi que les acides amines 
constituants du NMF, (Natural Moisturizing Factor: K. Sakamoto, Cosmet. 
25 Toilet. (1984) 99 (3) 109-1 17), les c6ramides, en particulier les ceramides 2, 3 ou 
6 utilises seuls ou en melange, les phytoc6ramides en particulier ceux extraits du 
bl6 et les ecdystdroi'des en particulier l'ecdyst6rone, et leurs esters. 

Selon une variante particuli^re de realisation, la composition precitee 
est caract6ris6e en ce que Tester de fonnule I pr6cit6 est utilise en combinaison 
30 avec la vitamine A, de preference sous forme d'un ester tel que palmitate. 

Selon un troisidme aspect, la presente invention couvre aussi 
I'utilisation comme agent cosmetique d'au moins un ester de formule I tel que 
precedemment defmi, avantageusement inclus dans la composition cosmetique 
precitee. 
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Dans le cadre de son utilisation comme agent cosm6tique, Tester de 
formule(I) precite est utilise pour eviter ou att6nuer les effets nefastes des 
radicaux libres sur la pcau, pour prevenir ou traiter les rougeurs et les sensations 
de picotement ou de brfllures de la peau, pour favoriser la difKrenciation des 
5 keratinocytes, pour restaurer Thydratation normale de Tepiderme, pour am61iorer la 
finesse du grain de la peau, pour ralentir ou traiter les effets du vieillissement sur 
la peau, tels que Tapparition des rides ou le relachement cutane, et pour att6nuer 
rhyperpigmentation, notamment les taches pigmentaires dues i la senescence 
cutan^e. 

10 Parrai les effets n6fastes des radicaux libres, il en est un tout 

particulierement dommageable dfl aux radicaux libres constitu6s d'oxygdne, qui 
est la peroxydation des substances cutanees, en particulier des lipides 
membranaires des cellules, telles que les keratinocytes. Ces radicaux libres 
constitues d'oxygtoe sont en proportion de plus en plus grandes dans des 

15 atmospheres poUuees, en raison de Taction combin^e de la temperature, du soleil, 
et des polluants industriels, incluant les gaz d'6chappement des vehicules 
automobiles. Ces radicaux libres provoquent un vieillissement accel6re de la peau, 
dont les effets peuvent Stre prevenus ou traites ou att6nues par Tutilisation des 
esters de la presente invention. 

20 Selon un quatridme aspect, la pr6sente invention couvre aussi 

Tutilisation d*au moins un ester de formule I tel que pr6c6demment d^fini pour la 
fabrication d'une composition pharmaceutique, notamment dermatologique, a 
activite anti-radicalaire, anti-inflammatoire, ou a action anesth^sique sur les 
terminaisons nerveuses cutan6es. 

25 Selon une variante, ladite composition comprend de 0,001 a 5 %, 

encore mieux de 0,01 a 1 % en poids de la composition finale. 

Selon un cinquieme aspect, la presente invention couvre encore un 
procede de traitement cosm6tique, caracteris6 en ce qu'on applique topiquement 
sur la peau d'un etre huraain, une quantite cosmetiquement efficace d*au moins un 

30 ester de formule I tel que precedemment defini, en particulier sous forme d'une 
composition contenant Tester de formule I precitd a une concentration comprise 
entre 0,001 et 5 %, et de preference entre 0,01 et 1 %, en poids de la composition 
finale. 

Selon un sixieme aspect, la presente invention couvre encore un 
35 procede de traitement therapeutique, caracterise en ce qu'on applique topiquement 
sur la peau d'un etre humain, une quantity therapeutiquement efficace d'au moins 
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un ester de formule I tel que prdcedemment defini, en particulier sous forme d'une 
composition contenant Tester de formule I pr6cit6 a une concentration comprise 
entre 0,001 et 5 %, et de pr6f6rence entre 0,01 et 1 %, en poids de la composition 
finale. Dans le cadre de cette application thdrapeutique, I'invention permet 
5 d'obtenir une activitd anti-radicalaire, anti-inflammatoire, ou une action 
anesthSsique sur les terminaisons nerveuses cutan^es. 

n ressort de la description pr6c6dente que les compositions selon 
I'invention peuvent 6tre formul6es selon toute forme acceptable pour une 
utilisation en cosmdtologie, dermatologie ou pharmacie. II pent, en particulier. 
1 0 s'agir d'une cr^me, d'une lotion ou d'une Emulsion ou encore d'une lotion. 

L'invention sera maintenant illustr^e en detail k I'aide de plusieurs 
exemples de realisation donn6s simplement k titre d'illustration et qui ne sauraient 
done en aucune fa5on limiter la port6e de I'invention, en r6f6rence aussi k la figure 
unique annex6e. 

15 

PRESENTATTON DP. f ..^ FIGURE UNTOTIE ANNEyp.F. 

La figure unique annexte rapporte en abscisse les concentrations en 
peroxyde d'hydrogene (H202) utilis6 comme g6n6rateur de radicaux libres ci^ant 
la toxicity cellulaire, qui est 6ventuellement combattue par le DHBT selon 
I'invention, k la concentration te8t6e, tandis que I'ordonn^e rapporte en 
pourcentage la viability cellulaire, telle qu'obtenue par le test rouge neutre sur les 
kiratinocytes humains normaux ou BCHn. 

Dans les exemples, les pourcentages sont donnes en poids, la 
temperature est la temperature ambiante, et la pression est la pression 
25 atmospherique, sauf indication contraire. En cas d'indication de temp6rature, celle- 
ci est indiquee en degr6 Celsius. 

Exemple 1 : Svnthese d'esters de I' acide 2.S-dihvdroxvbenzoTque avec I'alpha- 
tocopherol 

30 Le principe reactionnel consiste a faire r6agir I'acide 2,5- 

dihydroxybenzoique sur I'alpha-tocopherol, ce qui conduit k la formation d'esters 
de formule chimique I precitee, dans laquelle : 

A repr6sente le groupe -CH-CHg-, 

Ri , R2 et R3. reprdsentent chacun un radical m6thyle 
35 R4 et Rs ont les valeurs pr6cedemment definies. 



20 
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Plus pr6cis6ment, la synthase des esters est realisee de la mani^re 

suivante : 

On charge dans un ballon de 2 litres 6quipe d'une agitation demi-lune, 
d'un thermom^tre, dHin refrigerant et d'un Dean Starck, 172,3 g (0,4 mole) d'alpha- 
5 tocopherol, 600 g de xylene, 1 23,2 g (0,8 mole) d'acide 2,5-dihydroxybenzoique. 

On additionne 4 25'C 56 g d'acide sulfurique k 96 %, ce qui produit 
une reaction exothermique. 

On realise une distillation de I'eau formee pendant une duree d'environ 
7 h. On refroidit i SCC, on emulsionne environ 1 000 g et ensuite on extrait au 
1 0 chloroforme en ajoutant 2 500 g de chloroforme. 

On lave la phase organique avec 500 g de solution aqueuse de 
carbonate de sodium i 2 % et avec 1 500 g d'eau. On decante et on separe la phase 
aqueuse. 

On distille la phase oi^anique k base de chloroforme et on obtient 
1 5 203,4 g d'esters d'alpha-tocoph6rol avec un rendement de 89 %. Les esters d'alpha- 
tocopherol se presentent sous forme d'un liquide visqueux brun fonce. Selon un 
dosage par analyse en chromatographic haute performance CLHP, d'apr^s les 
rapports de surface, ce liquide comprend 6,3 % de tocopherol, 49 % d'esters de 
2,5-dihydroxybenzoate d'alpha-tocopheryle et 34 % d'autres produits. 

20 

Proc6d6 de purificatipn 

Dans un ballon de 2 litres equipe d'une agitation demi-lune, d'un 
thermometre, d'un refrigerant, on charge 180g du liquide visqueux contenant les 
esters de 2,5-dihydroxybenzoate d'alpha-tocoph6ryle, obtenu k I'etape precedente, 

25 ainsi que 600 g de toluene, puis du charbon actif sous forme pulverulente. 

Apres une periode de contact avec du charbon actif de plusieurs 
heures, on clarifie en filtrant le charbon actif puis on distille le toluene. On obtient 
ainsi 116 g d'esters de 2,5-dihydroxybenzoate d'alpha-tocopheryle,. Le rendement 
est de 64%. Ces esters de 2,5-dihydroxybenzoate d'alpha-tocopheryle se 

30 presentent sous forme d'lm liquide visqueux brun. 

Un nouveau dosage par analj^e CLHP donne 10,4% d'alpha- 
tocopherol, 54 % d'esters de 2,5-dihydroxybenzoate d'alpha-tocopheryle et 31 % 
d'autres produits. L'analyse confirme que ces esters sont des 2,5-dihydrt3xy- 
benzoates d'alpha-tocopherol. 

35 On observera que cet exemple qui est donne avec I'alpha-tocopherol 

peut etre realise sans aucune difficulte avec d'autres tocopherols. 
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Exemple 2 : Preparation du mono^ester de 2.5-dihvdroxvbenzQate d^alpha- 
tocopherol purifie 

On peut obtenir le mono-ester de 2,5-dihydroxybenzoate d'alpha- 
tocoph6rol avec un bon rendement, en utilisant les conditions de synthese decrites 
5 k Texemple 1, mais en rialisant une reaction menag^e A temperature plus basse, i 
savoir de Tordre de 40 h 60° et avec un temps de reaction plus court, a savoir de 2 
a4h. 

On obtient, dans ce cas, comme principal produit de reaction un 
melange de mono-ester et de diesters de 2,5-dihydroxybenzoate d'alpha- 
10 tocoph6rol sous forme d'une solution chloroformique, not6e ci-apr^s SC. On peut 
separer ces esters selon le proced6 suivant : 

A - Purification du mono-ester de 2.5-dihvdroxvbenzQate d'alpha-tocopherol 

A partir de la solution chloroformique SC a lOOmg/ml, obtenue 
15 precedemment, on effectue une chromatographie silice preparative, par exemple 
sur plaque Merck F254, avec comme systeme 61uant un melange hexane/ac6tate 
d'6thyle (80/20 en volume). On r6cup6re la fraction suivie par absorption UV k 
320 nm. On concentre et on reduit a sec. On obtient un produit de rf 0,6 constitue 
par le mono-ester de 2,5-dihydroxybenzoate d*alpha-tocoph6rol 
20 Le mono-ester de 2,5-dihydroxybenzoate d*alpha-tocoph6rol se 

pr6sente sous la forme tfun liquide visqueux beige clair, fluorescent sous UV 
courts et longs, soluble dans le chloroforme et ethanol. 

Sa formule chimique brute est C36H54 05 avec un poids moleculaire 

de 566 g. 

25 Le spectre UV se caracterise par les X max suivants : 330, 286, 277 

nm. 

Par spectrometrie de masse en impact 61ectronique (70 eV), on obtient 
les fragments caracteristiques M"*" 566, 430, 416, 301. 

Sa formule chimique developpee est la suivante : 

30 
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OH 



B - Proc6d6 dc purification de diesters de 2,S-dihvdroxvbenzoate d^alpha- 
tocopherol 

5 A partir de la solution chloroformique SC precit6e k lOOmg/ml, on 

effectue une chromatographic silice preparative, par exemple sur plaque Merck 
F254, avec comme systSme eluant un melange hexane/ac6tate d'ethyle (80/20 en 
volume). On recup^re une fraction majoritaire suivie par absorption UV k 320 nm 
que Ton concentre et que Ton r6duit i sec. 

10 On obtient un produit de rf 0,45 constitu6 par ie melange de deux 

diesters 2,5-dihydroxybenzoate d'alpha-tocoph6ryle, k savoir: le diester dans 
lequel le deuxieme ester 2,5-dihydroxybenzoique constitue un substituant ortho du 
premier ester, d6sign6 "diester A|" de formule (II) decrite plus haut, et le diester 
dans lequel le deuxieme ester 2,5-dihydroxybenzoique est un substituant en 

15 position m6ta du premier ester, d6signe "diester A2" de formule (III) decrite plus 
haut. 

Les caracteristiques du melange des diesters de 2,5- 
dihydroxybenzoique d'alpha-tocoph^rol, respectivement de formules (II) et (HI), 
sont les suivantes : rf 0,45 liquide visqueux ocre jaune leger, fluorescent sous UV 
20 courts et longs, soluble dans le chloroforme et 6thanol. La formule chimique brute 
est C43H58 08, avec un poids moleculaire de 702, le spectre UV presente des X 
max k 338, 286, 277 nm. La spectrometrie de masse en impact electronique 
(70 eV) donne les fragments caracteristiques M'*'702, 670, 662, 647, 566, 430, 
416,301. 

25 A titre d'exemple, on peut separer les diesters Ai et A2, en faisant 

subir au melange brut une chromatographie sur plaque de silice C-18 (F254 de 
chez MERCK®), dans les conditions de solvant d'elution methanol/eau/acide 
acetique/tetrahydrofurane dans un rapport en volume : 88,4/7,6/3,92/ 0,08. 
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Dans I'optique d'une separation de ces deux diesters par 
chromatographic preparative industrielle sur colonne de silice, on utilisera 
pr6f6rentiellement conune eluant un melange hexane/ac6tate d'6thyle 95/5, 

Le diester Aj pr6sente les intensit6s relatives des ions de 
5 fragmentation proches de I'ion moI6culaire (702) suivantes : 702 (10), 670 (70), 
662 (14), 647 (22), 

Le diester A: pr6sente les intensit^s relatives des ions de 
fiagmentation proches de I'ion mol6culaire (702) suivantes : 702 (3), 670 (25), 662 
(28), 647 (48). 

10 

Exemple 3 : Etud e de I'effet protecteur des esters de 2.S-dihvdrQxvhei^ 7:nat^ 
d'alpha-tocophdrol. vis-^-vis de la cvtotoxicit6 des radicaux libres 
1°. Principe du test 

DifKrentes concentrations de 2,5-dihydroxybenzoate d'alpha- 
15 tocopherol, ci-apr^s d6sign6 "DHBT", dissous dans du DMSO 
(dim6thyIsulfoxyde), sont test6es dans des cultures de k6ratinocytes humains 
normaux (KHn) exposes h difterentes concentrations de radicaux libres oxyg6n6s 
produits par du peroxyde d'hydrog&ie (H2O2) present dans les milieux de culture. 

Pour chaque concentration testae, la viability cellulaire est 6valu6e par 
20 le test dit "au rouge neutre". 

Le test comprend 6galement des essais comparatifs, k savoir : 

- des cultures t6moins ne recevant pas de peroxyde dTiydrog^ne mais 
recevant conune les cultures trait^es du DHBT dissous dans le DMSO (t6moin 
blanc), 

25 - des cultures ne recevant pas de peroxyde dTiydrogSne, mais recevant 

du DMSO, solvant du DHBT, en quantite identique k celle des cultures trait^es par 
le DHBT (temoin DMSO). 

Le DHBT test6, dissous dans le DMSO, est en fait le melange d'esters 
de 2,5-dihydroxybenzoate d'alpha-tocopherol obtenu i I'exemple 1. 

30 

2°. Protocole du test 

a ) Provenance des kdratinocvtes 

On utilise des keratonocytes humains normaux (KHn), qui ont et6 
preleves par voie chirurgicale a partir de peaux saines. 

35 
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Conditions de culture 
Les KHn sont maintenus dans les milieux SFM (Serum Free Medium) 
complet (not6 SFMc, Gibco). Les cellules ont 6t6 sous cultiv6es successivement 
sept fois et au septieme passage, not6 P7, les cellules de KHn sont r^colt^es. 
5 c) Conditions de traitement 

L'ensemencement des cellules de KHn P7 est realise en plaques de 
cultures a 96 puits a raison de 10 00 KHn par puits en milieu sans serum, milieu 
K-SFM de chez Gibco, et traitds 24 heures plus tard avec des concentrations 
differentes de peroxyde d'hydrogene (H202, Sigma, reference H-1009), 
10 respectivement de 1 ^iM, 5 ^M, 10 pM, 25 jiM, 50 |iiM, 75 |iiM, 100 (xM. Pour 
chacune de ces concentrations de H202, trois concentrations de gentisate de 
tocopherol sont egalement test6es, respectivement k 0,1 jig/ml, 1 jig/ml, 10 
Mg/ml. 

Uincubation des cellules KHn avec les diff6rents produits est realisee 
15 dans une solution saline equilibr6e de HANKS (HBSS, de Gibco, r6f6rence : 
14175-053), pendant une heure k ?>TC, Apres incubation, les cellules sont rincees 
avec du tampon HBSS, et un test au rouge neutre est realise, qui constitue un test 
de viability, mettant en Evidence une activite lysosomiale. 
di\ Test au rouge neutre 
20 Ce test consiste a rSaliser un rin^age des cellules au tampon phosphate 

de Dulbecco (PBS, chez Gibco, Reference : 14190). 

Ensuite, on realise une incubation des cellules pendant 3 heures 
2>TC avec 200 \x[ par puits d'une solution de rouge neutre (solution mere a 0,4 % 
dans Teau) a 1,25 % (v/v) dans un milieu SFMc. 
25 Seules les cellules vivantes se colorent en rouge. Par consequent, 

rintensit6 de la couleur rouge, mesur6e en densite optique, depend directement du 
nombre de cellules vivantes. 

Apres incubation, on realise un rin9age des cellules au PBS. 
Ensuite, on ajoute 100 p,l par puits d'un melange ethanol 50 % -f acide 
30 acetique 1 %. 

On agite la plaque pendant 15 minutes. 

Enfm, on realise par spectrophotometrie une lecture de densite optique 

i 540 nm. 

La viabilite cellulaire est exprimee en pourcentage, suivant la formule 

35 ci-apres : 
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viabilite (%) = — ~- x 100 

DOj-g 



dans laquelle, pour chaque valeur de concentration de DHBT, DOtb est la densite 
optique des cultures "t6moin blanc", et DOph est la densitd optique des cultures 
5 contenant le peroxyde d'hydrogene H2O2. 

3°. R6sultats 

Les r^sultats obtenus sont repertories au tableau I ci-apr^s : 
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Ces resultats sont aussi rapportes sous forme de courbes a la figure 
unique annexee. 

En abscisse, on rapporte les concentrations en peroxyde d'hydrogene 
(H202) utilis6 conune g6n6rateur de radicaux libres cr6ant la toxicite cellulaire, 
5 qui est 6ventuellement combattue par le DHBT selon Tinvention, h la 
concentration test6e, tandis que Tordonn^e rapporte en pourcentage la viability 
cellulaire, telle qu'obtenue par le test rouge neutre sur les k6ratinocytes humains 
normaux ou KHn. 

Parmi ces courbes, la courbe reliant les ronds correspond aux cultures 
10 contenant du peroxyde d'hydrogene, mais ne recevant pas de DHBT ; la courbe qui 
relie des carr6s correspond aux cultures recevant le DHBT dans le DMSO selon 
rinvention a une concentration de 0,1 jag/ml de culture ; la courbe qui relie des 
points en forme de triangle correspond aux cultures recevant le DHBT dans le 
DMSO, selon Tinvention a une concentration de 1 jig/ml de culture, et enfm la 
1 5 courbe qui reunit des points en forme de croix correspond aux cultures recevant le 
DHBT selon invention k une concentration de 10 |ig/ml de culture. 

On rappellera que les cultures correspondant au temoin DMSO ne 
resolvent pas le DHBT mais imiquement son solvant DMSO. 

II ressort du tableau I, ainsi que des courbes rapportees k la figure 
20 unique annexee, que le peroxyde rfhydrog^ne est toxique sur les k^ratinocytes 
utilises a partir de 25 |liM, k partir de laquelle le taux de viabilite cellulaire chute 
drastiquement depuis environ 100 %. 

Cependant, lorsque les cellules sont traitees a la fois par le peroxyde 
d'hydrogene et le DHBT selon Tinvention k ime concentration de 10 ^g/ml, la 
25 toxicity des peroxydes rfhydrog6ne ne pent gtre observ6e qu'a partir de la 
concentration de 75 ^M, c'est4-dire pour une concentration trois fois supdrieure, 
ce qui d6montre une resistance significative des k6ratinocytes face k une attaque 
des radicaux libres grSce au DHBT, a une telle concentration. 

Ainsi, cet essai permet bien de demontrer que Tactivitd anti-radicalaire 
30 est particuli^rement utile notamment dans le cas de la fabrication d'une 
composition pharmaceutique, notamment dermatologique, ou cosmetique ou 
comme agent cosmetique. 

En outre, etant donne que les radicaux libres oxygenes provoquent la 
peroxydation des lipides cutanes, la presente invention permet de prevenir ou de 
35 traiter efficacement les effets de vieillissement sur la peau. En particulier, ceux 
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dus aux radicaux libres, et notamment ceux qui gen6res par la pollution 
atmospherique. 

L'invention sera maintenant d^crite en reftrence a plusieurs exemples 
de compositions cosmetiques ou pharmaceutiques, notamment dermatologiques 
5 donnes simplement k titre d'illustration et qui ne sauraient done aussi en aucune 
fa9on limiter la portde de Tinvention. 

Dans ces exemples, les concentrations sont donnees en gramme. 

Exemple 4 : crfeme antirides 
1 0 Cette creme est prepar6e a partir des ingredients actifs suivants ; 



- esters de tocopherol purifi6, selon Texemple 1 0,1 g 

-huile de jojoba 2 g 

-huile de sesame 3 g 

- vitamine A sous forme de palmitate 0,01 g 

15 -glycerol 2g 

- eau + conservateur + tensioactif + parfum qsp 100 g 



Cette creme est pr6paree de la fa9on suivante. On dissout tout d'abord 
les esters de tocopherol dans Thuiie de jojoba et I'huile de s6same m61angees, puis 
20 on ajoute le palmitate de vitamine A, le glycerol et enfin la phase aqueuse avec le 
systeme tensioactif et Ton agite jusqu'a homogen6isation. 

On obtient une creme qui, appliquee le soir pendant plusieurs 
semaines, affme le grain de la peau, donne un teint lumineux et previent 
Tapparition des rides. 

25 

Exemnle 5 : composition anti»age sous forme d'6mulsion 

On prepare cette composition a partir des ingredients actifs suivants : 



- melange des diesters 2,5-dihydroxybenzoate de tocopherol 

prepare a Texemple 2 0,025 g 

30 - stcarates de polyethyleneglycol 6 et de polyethyleneglycol 32 disponibles dans 
le commerce sous la reference commerciale TEFOSE 63® 15 g 

- palmitate de cetyle 3 g 

- alcool cetylique 3 g 

- 2-hexyM-dodecanol 5 g 

35 -glycerine 3g 

- gel de Carbopol 980® a 2 % 5 g 
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- eau purifiee + conservateur + parfum qsp 100 g 

Pour la preparation de cette emulsion, on melange tout d'abord le 
melange des diesters 2,5-dihydroxybenzoate de tocopherol a la phase grasse 
5 jusqu*a dissolution complete, cette phase grasse etant constitute de la glycerine, 
des stearates de poly6thyleneglycol, du palmitate de cetyle, de I'alcool de cetyle et 
de roctyldod6canoL On ajoute ensuite Teau purifiee sous agitation pour former 
une emulsion, puis on ajoute le gel de carbopol pour gelifier cette emulsion* 

On obtient une composition formant Emulsion ou creme que Ton 
10 applique localement pendant plusieurs semaines comrae creme de soin anti- 
vieillissement. 

Exemple 6 : composition sous forme de lotion dermatoloeique 

Cette composition dennatologique est obtenue a partir des ingredients 
IS actifs suivants : 

- melange des diesters 2,5-dihydroxybenzoate de tocopherol 

tel qu'obtenu a Texemple 2 0,5 g 

- 6thanol absolu 35 g 

- eau purifiee parfum6e..... qsp 100 g 

20 

On prepare cette composition en melangeant tout d*abord les diesters 
dans rethanol absolu, puis on ajoute Teau purifiee sous agitation de mani^re k 
constituer ladite lotion. 

Cette lotion appliquee sur la peau presente une action anti- 
25 vieillissement, affme le grain de la peau en lui donnant un teint lumineux. 
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REVENDICATIONS 



1. Esters, caracteris^s en ce quils pr6sentent la formule chimique 



suivante (I) : 



H— (CH2-A-CH2) 3 — 




dans laquelle : 

Rl, R2 et R3 representent independamment un atome d'hydrogene, un radical 
10 methyle, 

A represente les groupes : 



CH. 



•CH— CH— , ou C=CH— , 



15 R4 et R5 sont identiques ou differents et representent chacun un enchainement de 
la forme : 



-B— C— B— C — H 



20 dans lequel 

B est un groupement 



HO 




o 



25 
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C est un groupement 




HO 



5 et chacun des indices m, n, p et q est un entier compris entre 0 et 4, etant entendu 
que la somme m + n + p + q est limitee aux nombres entiers de 0 4 4. 

2. Esters selon la revendication 1, caracteris6s en ce que R4 et R5 
representent rhydrogene. 

3. Esters selon la revendication 1, caracteris6s en ce qu'au moins un 
10 des groupements R4 et R5 repr^sente Thydrogene. 

4. Esters selon la revendication 3, caracterises en ce que Tun des 
groupements R4 ou R5 represente Thydrogene et Tautre un radical 2,5- 
dihydroxybenzoyle. 

5. Esters selon Tune des revendications prec6dentes, caracterises en ce 
15 qu^il est choisi parmi le groupe consistant des esters de Talpha-tocopherol, du beta- 

tocopherol, du gamma-tocopherol, du dzeta 1 -tocopherol, du dzeta 2 tocopherol, 
du delta-tocoph6rol, de I'eta-tocopherol, de I'epsilon-tocopherol et du tocol. 

6. Ester, repondant a la formule (II) suivante : 




wo 98/51679 



PCT/FR98/00958 



20 



7. Ester, repondant h la formule (III) suivante : 




8. Composition cosmetique ou phannaceutique, notamment 
dermatologique, caracterisee en ce qu'elle comprend comme ingredient actif au 
moins un ester tel que d6fmi a Tune quelconque des revendications pr^cedentes. 

9. Composition selon la revendication 8, caract6ris6e en ce qu'elle 
10 comprend comme ingredient actif au moins deux esters tels que d6fmis a Tune 

quelconque des revendications 1 a 7, sous forme de melange, 

10. Composition selon la revendication 9, caract6ris6e en ce que la 
phase grasse comprend au moins une huile cosmetiquement ou pharmaceutique- 
ment ou dermatologiquement acceptable, en particulier choisie parmi le groupe 

15 constituant de Thuile de jojoba, d'huile de macadamia, d'huile de graine de 
limnanthe, en particulier Limnanthes alba Benth, d'huiles minerales et de 
triglycerides, en particulier de triglycerides a base d'acide caprilique et/ou 
caprique, ou de leurs melanges. 

11. Composition selon Tune des revendications 8^10, caracterisee en 
20 ce que la concentration en ester est comprise entre 0,001 et 5 %, encore mieux de 

0,0 H 1 % en poids par rapport au poids total de la composition finale. 

12. Composition selon Tunc des revendications 8^11, caracterisee en 
ce qu'elle comprend comme ingredient actif au moins un ester d'alpha-tocopherol, 
correspondant k la formule chiraique I, d6finie a la revendication 1, dans laquelle 

25 Rj , R2 et R3 representent chacun un radical m^thyle, 

A reprfeente le groupe Oi-Cl-^- , 
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R4 et R5 ont les valeurs precddemment definies. 

13. Composition selon Tune des revendications 8 a 12, caracterisee en 
ce qu'elle comprend au moins un autre ingredient actif, en particuUer choisi parmi 
le groupe constitu6 par les vitamines A, Bl, B6, B12, E, C, PP, Tacide retino'fque, 

5 le retinal, le r6tinol et ses esters, I'acide salicylique et ses d6riv6s, en particulier ses 
sels ou ses esters, I'acide 2,5-dihydroxy-benzoi'que, le tocopherol et ses esters, en 
particulier le phosphate de tocopherol, Tacide asiatique, Tacide madecassique et 
ses esters glycosyl^s, Tasiaticoside, un extrait de Centella asiatica, un extrait de 
Siegesbeckia orientalis, les oligora^res proantocyanidiques notamment ceux 

10 obtenus a partir de pepins de raisin, et leurs esters, en particulier palmitique et 
stearique, les derives d'acide ascorbique, en particulier le phosphate et ses sels, 
Tacide erythorbique, les oligoei6ments notamment sous forme de sel, en particulier 
sous forme d'aspartate ou de chlorure, tel que magnesium, s616nium, zinc ou 
cuivre, les acides alpha-hydroxyl6s, notamment Tacide malique, Tacide lactique et 

15 Tacide tartrique, et leurs esters, en particulier avec les alcools gras, tels que 
I'alcool stearylique, les acides amines, en particulier la serine, la threonine, la 
citruUine, ainsi que les acides amines constituants du NMF, les ceramides, en 
particulier les ceramides 2, 3 ou 6 utilis6s seuls ou en melange, les phytoceramides 
en particulier ceux extraits du bl6 et les ecdyst6roides en particulier Tecdysterone, 

20 et leurs esters. 

14. Composition selon I'une des revendications 8 a 13, caracteris6e en 
ce que ledit ester est utilise en combinaison avec la vitamine A, de preference sous 
forme d'un ester tel que palmitate. 

15. UtiUsation d'au moins un ester tel que d6fmi i Tune quelconque 
25 des revendications 1 i 7 comme agent cosmetique. 

16. Utilisation d'au moins un ester tel que d6fmi a Tune quelconque 
des revendications 1 k 7 comme agent cosmetique pour eviter ou attenuer les 
effets n6fastes des radicaux libres sur la peau, pour pr^venir ou traiter les rougeurs 
et les sensations de picotement ou de brulures de la peau, pour favoriser la 

30 differenciation des k^ratinocytes, pour restaurer Thydratation normale de 
Tepiderme, pour ameliorer la finesse du grain de la peau, pour ralentir ou traiter les 
effets du vieillissement sur la peau, tels que rapparition des rides ou le 
relachement cutane, et pour attenuer Thyperpigmentation, notamment les taches 
pigmentaires dues a la senescence cutan^e. 

35 17. Utilisation d^au moins un ester selon Tune quelconque des 

revendications 1 a 7 pour la fabrication d'une composition pharmaceutique, 
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notamment dermatologique, a activite anti-radicalaire, anti-inflammatoire, ou a 
action anesthesique sur les terminaisons nerveuses cutanees. 

18. Utilisation selon Tune des revendications 15 a 17, caracterisee en 
ce que ledit ester est utilise sous forme d'une composition comprenant de 0,001 i 

5 5 %, encore mieux de 0,01 ^ 1 % en poids de la composition finale. 

19. Procede de traitement cosmetique, caract6ris6 en ce qu'on applique 
topiquement sur la peau d'un etre humain, une quantity cosm6tiquement efficace 
d*au moins un ester tel que d^fmi a Tune quelconque des revendications 1 a 7, en 
particulier sous forme d'lme composition contenant Tester precit6 ^ une 

10 concentration comprise entre 0,001 et 5 %, et de pr6f6rence entre 0,01 et 1 %, en 
poids de la composition finale, en particulier pour eviter ou att6nuer les effets 
n6fastes des radicaux libres sur la peau, pour prevenir ou traiter les rougeurs et les 
sensations de picotement ou de briilures de la peau, pour favoriser la 
differenciation des k&atinocytes, pour restaxxrer Thydratation normale de 

1 5 Tepiderme, pour am61iorer la finesse du grain de la peau, pour ralentir ou traiter les 
effets du vieillissement sur la peau, tels que I'apparition des rides ou le 
reiachement cutane, et pour att6nuer Thyperpigmentation, notamment les taches 
pigmentaires dues h la senescence cutanee. 

20. Proc6d6 de traitement th6rapeutique, caracteris6 en ce qu*on 
20 applique topiquement sur la peau d'un etre humain, une quantity 

th6rapeutiquement efficace d'au moins un ester tel que d6fini a Tune quelconque 
des revendications 1 7, en particulier sous forme d'une composition contenant 
Tester pr6cit6 k une concentration comprise entre 0,001 et 5 %, et de preference 
entre 0,01 et 1 %, en poids de la composition finale, en particulier pour obtenir 
25 une activity anti-radicalaire, anti-inflammatoire, ou une action anesthesique sur les 
terminaisons nerveuses cutanees. 
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